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Antecedentes y objetivos  
Porphyromonas gingivalis, es una especie bacteriana con fuerte evidencia de 
asociación con la periodontitis. Esta bacteria puede presentarse de dos formas: como 
células que flotan libremente, planctónicas, u organizándose en estructuras 
tridimensionales de comunidades multimicrobianas llamadas biofilms que se unen a la 
superficie de los dientes y sobre los tejidos blandos. Lo que comúnmente se conoce como 
placa dental. 
La actividad patogénica de estas bacterias está directamente relacionada con su 
presencia y la supervivencia en el biofilm subgingival, donde tiene que adaptarse a la vida 
en comunidad a través de patrones orquestados de regulación génica para desarrollar 
nuevas estrategias. En los últimos años, se han realizado estudios de posibles genes 
asociados con el desarrollo del biofilm de P. gingivalis, sin embargo, se conoce muy poco 
acerca de su expresión génica global y de cómo puede variar según su estado fenotípico, 
desarrollando mecanismos más patogénicos en estado de biofilm, o por su asociación con 
otras bacterias, formando un consorcio multiespecie. 
El objetivo general de esta tesis es determinar y comparar los cambios de 
expresión génica global de P. gingivalis ATCC 33277, mediante análisis transcriptómico 
con el uso de microarrays, en diferentes condiciones in vitro. 
Los objetivos específicos son: primero, identificar genes regulados 
diferencialmente por P. gingivalis ATCC 33277 en un estado planctónico puro y en uno 
en presencia de un biofilm monoespecie. Segundo, estudiar los cambios de expresión 
génica global de P. gingivalis ATCC 33277, en estado planctónico y en un modelo in 





expresión génica global de P. gingivalis ATCC 33277 en estado planctónico y asociado 
a un modelo estático in vitro de biofilm multiespecie, con el fin de ampliar el 
conocimiento de las bases moleculares de la formación del biofilm y los cambios que se 
producen por la interacción de este periodontopatógeno con otras especies. 
Metodología 
En esta investigación se ha comparado la expresión génica global, de la bacteria 
P. gingivalis ATCC 33277 en estado planctónico puro (la condición más sencilla) con 
otras tres situaciones fenotípicas, de creciente complejidad: 1) Condición planctónica de 
P. gingivalis en presencia de un biofilm monoespecie, 2) Condición sésil de P. gingivalis 
en biofilm monoespecie y 3) Condición sésil de P. gingivalis junto con otras cinco 
especies para formar un biofilm multiespecie (Streptococcus oralis, Actinomyces 
naeslundii, Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans y P. gingivalis) desarrollado sobre discos de hidroxiapatita de 
calcio cerámica. Para ello, los cultivos de cada condición se incubaron en un modelo 
estático de crecimiento in vitro en placas multipocillo a 37ºC, durante 96 horas y en 
anaerobiosis. 
Para verificar el progreso del estado planctónico a biofilm y la inclusión de              
P. gingivalis en él, se utilizó microscopía electrónica de barrido (SEM) y miroscopía láser 
confocal de barrido (CLSM). 
Después de la incubación, se recogieron las células de cada condición, se extrajo 
el ARN total, se trató con ADNasa I y se purificó. Tres réplicas biológicas para cada 
estado celular se hibridaron de forma independiente para la comparación transcriptómica 





Para estudiar la expresión diferencial y hacer el análisis de datos se aplicó el 
método de modelo lineal utilizando el software LIMMA, con un valor de significación    
p < 0,05 y un criterio de filtro para el cambio de expresión génica ≤ -1,5 ó ≥ 1,5 veces 
para el estudio de las dos condiciones planctónicas y ≤ -2 ó ≥ 2 veces para el estudio de 
los biofilms. 
La expresión diferencial fue confirmada por reacción en cadena de la polimerasa 
con transcriptasa inversa (RT-qPCR). 
Resultados, discusión y conclusiones 
En el primer estudio, un total de 1,5% de los genes (28/1909) de P. gingivalis 
fueron expresados diferencialmente en las células planctónicas en presencia de biofilm en 
comparación con las células planctónicas puras. Los genes encontrados se relacionaron 
principalmente con el metabolismo del hierro, la adhesión bacteriana, invasión o 
virulencia, destacando también la diferente expresión de genes de función desconocida. 
En el segundo estudio, en el análisis por microarray, el 4,8% de los genes de          
P. gingivalis (92/1.909) fueron expresados diferencialmente al comparar el estado 
planctónico y el de biofilm. De ellos, 54 fueron sobreexpresados y 38 reprimidos en el 
biofilm. Los genes sobreexpresados están principalmente relacionados con la envoltura 
celular, el transporte y proteínas de unión o proteínas de membrana externa. Entre los 
genes reprimidos destacan las transposasas o genes implicados en el estrés oxidativo. 
En el tercer estudio, los resultados transcriptómicos demostraron que, al crecer 
dentro del biofilm multiespecie, el 19,1% de los genes (365/1.909) de P. gingivalis se 
expresaban de manera diferencial (165 genes estaban sobreexpresados y                               





involucrados principalmente en funciones relacionadas con el estrés oxidativo, la 
envoltura celular, los transposones y el metabolismo. 
Este trabajo proporciona una visión de los cambios transcripcionales de                   
P. gingivalis para adaptarse al estilo de vida de una comunidad y al interaccionar con 
otras especies bacterianas, observándose ciertos grupos de genes como los de envoltura 
celular, metabolismo y estrés oxidativo y virulencia de manera persistente y 
produciéndose cambios más significativos según va aumentando la complejidad del 
fenotipo de esta bacteria. 
Una mejor comprensión de los genes y vías reguladoras involucradas en la 
transición entre estados planctónicos y biofilms puede facilitar información relevante para 

























Background and objectives 
Porphyromonas gingivalis, is a bacterial species with strong evidence of 
association with periodontal diseases. These bacteria can be found in two ways: as free-
floating cells, planktonic, or organized in three-dimensional structures of multimicrobial 
communities called biofilms, which attach to the surface of the teeth and on the soft 
tissues. This is commonly known as dental plaque. 
The pathogenic activity of these bacteria is directly related to their presence and 
survival in the subgingival biofilm, where they have to adapt to community life through 
orchestrated patterns of gene regulation to develop new strategies. In recent years, studies 
of possible genes associated with the development of the biofilm of P. gingivalis have 
been carried out, however, very little is known about the global expression of P. gingivalis 
and how it can vary according to its phenotypic state, developing more pathogenic 
mechanisms in a biofilm state or because of their association with other bacteria, forming 
a multispecies biofilm. 
The general objective of this thesis is to determine and compare the global gene 
expression changes of P. gingivalis ATCC 33277, by means of transcriptomic analysis 
with the use of microarrays, under different conditions in vitro. 
The specific objectives are: first: to identify genes differentially regulated by         
P. gingivalis ATCC 33277 in a pure planktonic state and in one in the presence of a 
monospecies biofilm. Second: to study the global gene expression changes of                       
P. gingivalis ATCC 33277, in the planktonic state and in an in vitro model of static 
monospecies biofilm. And third: to study and compare the global gene expression 





vitro model of multispecies biofilm, in order to broaden knowledge of the molecular basis 
of biofilm formation and the changes that are produced by the interaction of this 
periodontopathogen with other species. 
Methodology 
In this research, the global gene expression of the bacterium P. gingivalis ATCC 
33277 in pure planktonic state (the simplest situation) has been compared to three other 
phenotypic conditions of increasing complexity: 1) planktonic condition of P. gingivalis 
in the presence of a monospecies biofilm, 2) sessile condition of P. gingivalis in 
monospecies biofilm and 3) sessile condition of P. gingivalis together with five other 
species to form a multispecies biofilm (Streptococcus oralis, Actinomyces naeslundii, 
Veillonella parvula, Fusobacterium nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
and P. gingivalis) developed on ceramic calcium hydroxyapatite discs. For this, the 
cultures of each condition were incubated in a static in vitro growth model in multi-well 
plates at 37ºC, for 96 hours and in anaerobiosis. 
To verify the progress of the planktonic state to biofilm and the inclusion of            
P. gingivalis in it, Scanning Electron Microscopy (SEM) and Confocal Laser Scanning 
Miroscopy (CLSM) were used. 
After incubation, the cells of each condition were harvested, the total RNA was 
extracted, treated with DNase I and purified. Three biological replicates for each cell 
condition were hybridized independently for transcriptomic comparison using microarray 
technology. 
To study the differential expression and make the data analysis, a linear model method 
was applied using the LIMMA software, with a significance value of p < 0.05 and a filter 





conditions and ≤ -2 or ≥ 2 to study biofilms. The differential expression was confirmed 
by polymerase chain reaction with reverse transcriptase (RT-qPCR). 
Results, discussion and conclusion  
In the first study a total of 1.5% of the genes (28/1909) of P. gingivalis were 
differentially expressed in the planktonic cells in the presence of biofilm compared to the 
pure planktonic cells. The genes found were mainly related to iron metabolism, bacterial 
adhesion, invasion or virulence, also highlighting the different expression of genes of 
unknown function. 
In the second study a 4.8% of the genes of P. gingivalis (92/1909) were 
differentially expressed when comparing the planktonic and the biofilm state. Of these, 
54 were up-regulated and 38 down-regulated in the biofilm. The over-expressed genes 
are mainly related to the cell envelope, transport and binding proteins or outer membrane 
proteins. Among the repressed genes, transposases or genes involved in oxidative stress 
stand out. In the third study transcriptomic results showed that when growing within the 
multispecies biofilm, 19.1% of the genes (365/1.909) of P. gingivalis were differentially 
expressed (165 genes up-regulated and 200 down-regulated) compared to planktonic 
growth. These genes were mainly involved in functions related to oxidative stress, cell 
envelope, transposons and metabolism. 
This work provides insight into the transcriptional changes of P. gingivalis to 
adapt to the lifestyle of a community and to interact with other bacterial species, reporting 
in a persistent way certain groups of genes such as cellular envelope, metabolism and 
oxidative stress and virulence and with changes more significant as the phenotypic 





A better understanding of the genes and their regulatory pathways involved in the 
transition between planktonic states and biofilms could facilitate relevant information for 
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1. EL BIOFILM 
1.1. Características del crecimiento bacteriano 
En el mundo natural, los microorganismos se organizan principalmente en dos 
formas de crecimiento: células individuales que flotan libremente en medios fluidos 
(planctónicas) o estructuras tridimensionales de agregados de diferentes comunidades 
bacterianas adheridas a superficies bióticas o abióticas (biofilms) (Marsh, 2004, Marsh, 
2005), forma, ésta última, en la que se encuentran la gran mayoría de las bacterias en la 
naturaleza (Stoodley et al., 2002, Costerton et al., 1995, Donlan et al., 2002, Donlan, 
2002). 
La definición más aceptada de biofilm bacteriano es la enunciada por Donlan y 
Costerton en 2002 como «una comunidad bacteriana inmersa en un medio líquido, 
caracterizada por bacterias que se hallan unidas a un substrato o superficie, o unas a otras, 
que se encuentran embebidas en una matriz extracelular producida por ellas mismas, y 
que muestran un fenotipo alterado en cuanto al grado de multiplicación celular o la 
expresión de sus genes» (Donlan et al., 2002). 
Las bacterias son capaces de adherirse, colonizar y formar biofilms en 
prácticamente cualquier superficie húmeda, como en el interior de tuberías y oleoductos 
y cualquier superficie costera incluso en la parte inferior de barcos, deteriorando los 
materiales, acelerando su corrosión o degradándolos, como ocurre, por ejemplo, en 
plataformas petrolíferas (Garrett et al., 2008). Esto es de especial relevancia en el cuerpo 
humano, en estudios de otitis, enfermedades infecciosas de la cavidad bucal, afecciones 
cardíacas como placas de ateroma, infecciones del líquido amniótico y tejidos 





al., 2007), o en el uso de materiales médicos como lentes de contacto, catéteres 
intravasculares, válvulas cardíacas y prótesis (Nakano et al., 2009, Zaremba et al., 2007, 
Figuero et al., 2011) que pueden convertirse en lugar de desarrollo de biofilms que 
contengan microorganismos patógenos (Gristina, 1987, Beck et al., 2000, Reyes et al., 
2013, Mattila et al., 1989). 
Las superficies que colonizan pueden ver modificadas sus condiciones 
fisicoquímicas y microambientales, debido al crecimiento bacteriano, a su actividad 
metabólica, a la producción de desechos y la síntesis de material celular y extracelular 
(Costerton et al., 1995). Asimismo, en ellas, las concentraciones de nutrientes pueden 
llegar a ser mucho mayores de las que se pueden observar en el resto de la solución, 
facilitando así la supervivencia de estos organismos (Hamilton, 1987). 
1.2. Estructura del biofilm 
Una vez que la bacteria cambia de estado planctónico a biofilm comienza a 
expresar genes distintos, que cambian su comportamiento, adquiriendo mayor capacidad 
para adherirse al sustrato. Este sustrato o superficie puede influir en varios aspectos: la 
ratio de unión de las bacterias a la superficie, la influencia en el fenotipo de las mismas, 
o la modificación en la expresión y producción de factores de virulencia (Feng et al., 
2015). 
Además, esta unión se facilita gracias a la síntesis de una matriz, compuesta por 
sustancias poliméricas extracelulares (EPS) como polisacáridos, proteínas, ácidos 
nucleicos, lípidos, o sales. Es el principal componente del biofilm y puede representar 
más del 75-80% del volumen. Las EPS presentan una gran variabilidad, en función de 





temperatura o las perturbaciones físico-químicas a las que se ven sometidas (Tan et al., 
2018). 
En esta matriz quedan embebidas e inmovilizadas las bacterias (Figura 1), que 
ocupan alrededor del 15-20% del volumen y adquieren estructuras tridimensionales con 
forma de torres o setas, cuyo conjunto puede ser detectable a nivel macroscópico (Donlan, 
2002, Branda et al., 2005, Flemming et al., 2010). Estas estructuras poseen canales de 
agua, separados por pequeños espacios intersticiales huecos denominados canalículos, 
que permiten el paso de nutrientes, metabolitos y de otros agentes entre las distintas partes 
del biofilm y actúan como un “sistema circulatorio” primitivo (de Beer et al., 1994). 
 
Figura 1. Estructura del biofilm oral (EPS: sustancias poliméricas extracelulares, 
agregados de microcolonias bacterianas, canales. FCG: fluido crevicular gingival). 
Figura adaptada de http://www.dent-wiki.com. 
 
A mayor profundidad en el biofilm, los nutrientes, el pH, la luz, la concentración 
de oxígeno y el potencial REDOX tienden a ser menores. Este gradiente fisiológico 
determinará que las bacterias aerobias y anaerobias facultativas, de crecimiento más 





profundidades de la estructura se encuentren más pobladas de bacterias anaerobias gram 
negativas, con tasa de crecimiento más lenta. De esta manera, la placa bacteriana va 
incrementando en grosor, llegándose a desarrollar biofilms muy variados y complejos 
(Costerton et al., 1994, Costerton et al., 1995), que ofrecerían importantes ventajas a 
bacterias anaerobias en estado sésil, en contraposición al estado planctónico (Marsh, 
2005). 
1.3. Ventajas del biofilm 
Los biofilms permiten la persistencia y aumentan la supervivencia de las bacterias 
en medios fluidos gracias a la estructura tridimensional que forman con la matriz y a la 
existencia de ADN extracelular (ADNe) que desempeña un papel crítico en la adhesión y 
posible almacenamiento de nutrientes, lo que le confiere una serie de ventajas adaptativas 
frente a sus formas libres (planctónicas) (Marsh et al., 2017). 
Les proporciona un medio protector que facilita el intercambio de información 
genética, les permite mantener la integridad actuando como amortiguador frente a 
perturbaciones externas (homeostasis), protegiéndolas de los microorganismos 
competidores y de la desecación, aumentando su tolerancia a factores de estrés ambiental 
como los mecanismos de defensa del hospedador, o la perfusión de sustancias 
potencialmente tóxicas (Marsh et al., 2011, Kuboniwa et al., 2010). La excreción de 
grandes cantidades de exopolisacárido por parte de las bacterias de los biofilms les hace 
ser notablemente resistentes, por ejemplo, a los agentes antimicrobianos, siendo capaces 
de sobrevivir frente a concentraciones antibióticas de 10 a 1000 veces mayores respecto 
a las bacterias planctónicas, una propiedad que se ha visto que mantienen incluso al 
liberarse de la estructura del biofilm (Fine et al., 2001, Filoche et al., 2010). Además, el 





(los productos del metabolismo de unas pueden ser aprovechados por otras), aumentando 
la eficiencia y diversidad metabólicas y existiendo así una relación sinérgica entre los 
diferentes microorganismos y por tanto, un aumento en la capacidad de causar 
enfermedad (Marsh, 2004, Costerton et al., 1999, Kolenbrander et al., 2002). 
Otra de las ventajas adaptativas del fenotipo sésil es que dificulta los mecanismos 
inmunitarios del hospedador como la opsonización, lisis por complemento o fagocitosis 
de las bacterias (Huang et al., 2011, Lewis, 2001, Jenkinson et al., 2005, Allaker, 2010). 
Estas estructuras provocan la respuesta inmunitaria celular y humoral, demostrado por la 
identificación de citoquinas liberadas por leucocitos expuestos a biofilm, dificultando el 
proceso de eliminación (Donlan et al., 2002). 
La observación de estas ventajas adaptativas ha provocado que el estudio en 
ámbitos sanitarios, industriales o medioambientales, de la disgregación del glicocálix 
mediante enzimas antimicrobianas (Thallinger et al., 2013) y la investigación de genes 
diana, sea clave para poder hacer más susceptibles a las bacterias de ser atacadas por 
antibióticos y así poderlas eliminar de forma más efectiva (Xavier et al., 2005). 
1.4. Interacciones e intercambio de información genética entre 
bacterias 
La proximidad de las células dentro de un biofilm ofrece un entorno ideal para 
comportamientos sociales, como ya se describió en (Parsek et al., 2005) introduciendo el 
término "sociomicrobiology" para resaltar este vínculo. 
Dentro de los biofilms, tienen lugar cambios en las condiciones locales que pueden 





coagregación, cometabolismo, detección de quorum y el intercambio genético 
(transferencia horizontal). 
 La coagregación y la coadhesión, definida como el reconocimiento específico de 
célula a célula entre bacterias genéticamente distintas, es vital para la adherencia 
de células planctónicas a organismos ya adheridos en una superficie facilitando la 
formación de biofilm y promoviendo las interacciones microbianas (Rickard et 
al., 2003). 
 El cometabolismo, mecanismo por el cual metabolitos excretados por unas 
especies, pueden ser utilizados por otras como nutrientes (cooperación 
nutricional), y que presenta ventajas evidentes en una comunidad microbiana 
(Flemming et al., 2010). 
 El quorum sensing, es una forma de comunicación intra e interespecífica entre 
las bacterias mediante pequeñas moléculas difusibles llamadas autoinductores 
(AI), codificados por el gen LuxS, para detectar a microorganismos próximos, 
responder de forma coordinada a cambios en el medio y que la comunidad se 
desarrolle de forma óptima (Parsek et al., 2005). Los autoinductores se acumulan 
a medida que aumenta la población bacteriana y al alcanzar un cierto umbral 
(densidad celular quorum), cambia la expresión génica, originando cambios 
fenotípicos en el desarrollo, estructura y función del biofilm y pudiendo activar 
genes relacionados con factores de virulencia (Miller et al., 2001, Reading et al., 
2006). 
Las interacciones célula-célula aumentan las posibilidades de supervivencia de las 
diferentes especies bacterianas y reducen la de sus competidores, por tanto, tienen 






El sistema de detección LuxS/Autoinducer-2 (AI-2), descrito inicialmente en la 
bacteria marina Vibrio harveyi, es quizás uno de los sistemas de detección de 
quorum más investigados. AI-2 es sintetizado mediante un proceso que 
transforma S-adenosil metionina (SAM) mediante enzimas codificadas en genes 
expresados por LuxS, que a su vez regulan la expresión de genes involucrados en 
virulencia y metabolismo de la hemina (TonB, Rgp, Kgp). 
 La transferencia horizontal es un proceso de intercambio genético, 
generalmente en forma de plásmidos (Lawrence et al., 2003), que se ve facilitado 
por la proximidad de las células en los biofilms y que presenta ventajas para las 
especies receptoras, al aumentar la resistencia a competidores, a antibióticos y 
otras toxinas (Costerton, 2001, Roberts et al., 2006).  
Este tipo de interacción en la que se produce intercambio genético, entre las 
células vecinas, puede darse por varios mecanismos, como la transducción, la 
conjugación y la transformación: 
 La transducción es el proceso por el que el ADN es transferido desde una bacteria 
a otra mediante un fago. 
 La conjugación se produce cuando hay un contacto directo de célula a célula o 
una conexión tipo puente (pili) que permite la transferencia de pequeños 
fragmentos de ADN, usualmente plásmidos o transposones que pueden portar 
genes de resistencia. 
 La transformación se produce cuando tiene lugar la captación de ADN libre del 
medio por una célula bacteriana, lo que puede ser frecuente en los biofilms ya que 





Además de los mecanismos anteriores, el ADN también puede ser transferido vía 
vesículas de membrana en bacterias gram negativas (Olsen et al., 2013). Por tanto, el 
estudio de la comunicación celular y la transferencia de información genética en los 
biofilms es clave para comprender la patogénesis y persistencia de las enfermedades 
bacterianas, así como para diseñar tratamientos más eficaces. 
 
1.5. Mecanismos para el estudio de la expresión génica: 
Transcriptómica-Microarrays  
Según el dogma central de la biología molecular, el genoma compuesto por ácido 
desoxirribonucleico (ADN) se transcribe a ácido ribonucleico (ARN mensajero), que a su 
vez se traduce a proteínas (Figura 2). 
Por tanto, existen tres niveles básicos de información biológica: 
 Genoma: la información genética que comparten todas las células de un 
organismo. 
 Transcriptoma: la parte del genoma que se expresa en una célula en unas 
condiciones determinadas (Lewis et al. (2009), Hosogi et al., 2005, Lo et al., 
2009).  
 Proteoma: el conjunto de proteínas sintetizadas por una célula a partir de los 








Figura 2. Dogma fundamental de la biología molecular. El ADN se autorreplica generando 
nuevas cadenas de ADN, se transcribe generando ARN mensajero que se traduce, generando la 
síntesis de Proteínas. 
 
Así, el objetivo fundamental de la transcriptómica es determinar qué parte del 
genoma es transcrita mediante este proceso de expresión génica, ya que no todos los genes 
estarían expresados a la vez. Esto ha supuesto un gran avance en el estudio de 
comunidades de microorganismos como son los biofilms. Una de las tecnologías que ha 
permitido, desde su desarrollo a mediados de la década de los 90, disponer de datos sobre 
información genómica y transcriptómica a gran escala, de forma rápida y 
económicamente accesible, es el microarray o biochip (Schena et al., 1995). 
Ésta, junto con la técnica del ARNseq (RNA sequencing, por sus siglas en inglés), 
permite el estudio de genomas y transcriptomas completos de tejidos y organismos y han 
revolucionado el estudio de los seres vivos (Passalacqua et al., 2009, Toledo-Arana et al., 
2009, Wilhelm et al., 2008). 
Un microarray es un dispositivo que consiste en una superficie (slide) de vidrio, 
plástico o sílice, que cuenta con cientos de miles de compartimentos (spots) rellenos de 
sondas de ADN (oligonucleótidos) del genoma que se quiera estudiar, formando una 





detectar la presencia de su ADN complementario de manera altamente específica en 
proceso de hibridación, dando lugar a la lectura de la expresión una gran cantidad de 
genes de forma simultánea (patrón de expresión) (Shalon et al., 1996) (Figura 3). 
 
Figura 3. Estructura de un microarray.  
Figura adaptada de https://www.agilent.com/en/product/gene-expression-
microarray-platform. 
 
Los microarray son ampliamente utilizados en estudios de expresión génica    
(estudios transcriptómicos) de organismos en condiciones distintas como pueden ser 
células sanas y tumorales o la forma planctónica y sésil de una bacteria. En éstos, a partir 
del ARN transcrito por el genoma del organismo, es necesario obtener el denominado 
ADN codificante (ADNc) mediante la enzima transcriptasa inversa. 
Físicamente, la presencia de oligonucleótidos complementarios es detectada 
mediante un fluoróforo que es capaz de absorber fotones de una cierta longitud de onda 





Esto ha permitido la investigación detallada de la relación existente entre el 
genoma, el transcriptoma y el estado fenotípico de las bacterias orales. 
Un experimento de microarrays comprende básicamente 3 pasos (Churchill, 2002) 
(Figura 4): 
1) Diseño y fabricación del microarray. 
El organismo a estudiar debe estar completamente secuenciado y en cada uno de 
los spots de un mismo compartimento, se unen oligonucleótidos correspondientes a un 
único gen hasta completar la totalidad del genoma. 
2) Preparación de la muestra, marcaje e hibridación. 
Una vez aislado el ARN de cada condición, se retrotranscribe a ADNc y se marca 
con una molécula fluorescente mediante una serie de reacciones enzimáticas. 
Posteriormente, estas secuencias marcadas son incubadas sobre el compartimento 
correspondiente de la superficie del slide durante un tiempo prolongado para que tenga 
lugar la hibridación de las bases nitrogenadas de la sonda específica (probe) de manera 
complementaria con la molécula diana (target). 
3) Escaneado y análisis de los resultados. 
Tras esta combinación de procesos, se obtendrá como resultado una imagen 
compuesta por puntos de colores con diferentes intensidades de fluorescencia 
(proporcionales al número de moléculas hibridadas) sobre el chip de ADN, que nos va a 
indicar qué genes se sobreexpresan o se reprimen y en qué medida en comparación con 
la condición control. Esto deberá realizarse por un análisis informático de la imagen y su 







Figura 4. Protocolo detallado de microarray de un color para comparar la expresión 
génica de un organismo en dos condiciones distintas (control y test).  
Figura adaptada de https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals. 
 
Esta técnica está limitada por la pequeña cantidad de ARN que se puede extraer 
de cada muestra, por la corta vida media del ARN procariótico y porque no sería capaz 
de detectar genes que no se hayan dispuesto en el slide. Además, al recoger la señal de la 
hibridación de fragmentos de un gen, esta técnica no sería sensible a mutaciones puntuales 
que puedan presentar los organismos estudiados (SNPs), y también hay que considerar 





Sin embargo, las ventajas de su uso son múltiples: análisis simultáneo y a gran 
escala de miles de genes al mismo tiempo, automatización, pequeño tamaño de la muestra 
y fácil manipulación, permitiendo el estudio a nivel transcriptómico de las diferencias 






2. Porphyromonas gingivalis  
2.1. Clasificación 
Porphyromonas gingivalis se clasifica en el género Porphyromonas, familia 
Porphyromonadaceae, orden Bacteroidales, clase Bacteroidetes, phylum Bacteroidetes 
del dominio Bacteria (Boone et al., 2001). 
Actualmente, 8 de las 19 cepas conocidas de P. gingivalis tienen sus genomas 
completamente secuenciados (Chen et al., 2017): 
 La cepa P. gingivalis W83, fue la primera secuenciada, en 2003        
(Nelson et al., 2003). Su genoma tiene un tamaño de aproximadamente  
2,3 Mb y el 6% de este genoma está compuesto por elementos repetidos 
transponibles. 
 La cepa P. gingivalis ATCC 33277, fue secuenciada en 2008. Su secuencia 
se comparó con la de la cepa W83, revelando importantes reordenamientos 
genómicos inducidos por una amplia variedad de elementos móviles 
(Naito et al., 2008). Este genoma es del mismo tamaño que el de la 
variedad W83 (2,3 Mb). 
 La cepa TDC60 de P. gingivalis se secuenció en 2011 (Watanabe et al., 
2011). La comparación de este genoma con las de las cepas W83 y      
ATCC 33277 muestra un importante reordenamiento genómico con un 
tamaño de genoma conservado (2,3 Mb). 
 Finalmente, las cepas de P. gingivalis HG66, A7436, AJW4, 381 y   
A7A1-28, se secuenciaron a partir del año 2015 (Chastain-Gross et al., 





2.2. Características bioquímicas. 
Es una bacteria anaerobia, gram negativa, en forma de bastón (bacilo o 
cocobacilo), inmóvil, encapsulada, anaeróbica, asacarolítica y altamente proteolítica. No 
forma esporas, es quimioorganotrofa y negro-pigmentada. Necesita la presencia de 
hemina o menadiona y vitamina K para sobrevivir. Utiliza péptidos o aminoácidos como 
fuente de energía y carbono. Su crecimiento es óptimo a la temperatura de 37ºC y un pH 
entre 6,5 y 8,3. 
Al crecer en un medio de cultivo adecuado como agar sangre, crecen como 
colonias elevadas de entre 1 y 2 mm de diámetro, lisas brillantes de color blanco a crema 
que se oscurecen, pigmentándose de un color rojo oscuro a negro en 4 a 8 días                
(How et al., 2016) (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Colonias de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (en color negro) 
sobre medio de agar sangre 







Porphyromonas gingivalis está presente principalmente en la bolsa subgingival y 
periodontal profunda de la cavidad oral humana. Su proceso patogénico implica 
adherencia y colonización de tejidos periodontales, seguido por la adquisición de 
nutrientes, la proliferación y la respuesta inflamatoria del hospedador, acompañada por 
un aumento de la temperatura del fluido gingival y la aparición de sangrado. 
La asociación entre la presencia de un microorganismo específico y el desarrollo 
de la patología viene determinada por su virulencia. La capacidad patogénica para causar 
enfermedad puede depender del tipo de cepa de P. gingivalis, de su capacidad de 
infección, de la naturaleza y estado del hospedador y/o del lugar de colonización (Curtis 
et al., 2005). 
El microambiente oral es altamente dinámico y para sobrevivir en este nicho 
siempre cambiante, P. gingivalis no solo necesita detectar las condiciones ambientales 
tales como pH, disponibilidad de nutrientes, enzimas extracelulares, disponibilidad de 
temperatura y oxígeno, sino también densidad microbiana y la presencia de otros 
microorganismos (Inagaki et al., 2006).  
Produce un amplio abanico de potenciales factores de virulencia implicados en la 
colonización, la destrucción de tejidos, la reabsorción de hueso o la iniciación de la 
respuesta inflamatoria del hospedador (Bostanci et al., 2012, Haffajee et al., 1994, Holt 







 Cápsula: P. gingivalis posee una cápsula externa constituida por polisacáridos, 
que varía según la cepa. Ésta le confiere estabilidad estructural a la bacteria siendo 
clave en la evasión de la fagocitosis, opsonización y la acción del complemento, 
eludiendo la respuesta inmunitaria y actuando como antígeno (Laine et al., 1998, 
Mysak et al., 2014), siendo las cepas encapsuladas más virulentas (Singh et al., 
2011, Holt et al., 1999). 
 Fimbrias: Las fimbrias son estructuras filamentosas que parecen participar en 
muchas interacciones entre la bacteria y el hospedador, así como con otras 
bacterias en la adhesión para la formación de biofilms y colonización e 
internalización de tejidos periodontales del hospedador (Mao et al., 2007, Lamont 
et al., 2000), como muestra un estudio en el que la ausencia de fimbrias en              
P. gingivalis evitaría la invasión de células epiteliales (Ezzo et al., 2003). Hay dos 
principales tipos de fimbrias que pueden ser expresadas por este patógeno, la 
fimbria principal larga y filamentosa (FimA I-V e Ib) y la fimbria menor (Mfa) 
corta y fina. La variedad de fimbria expresada parece influir en la virulencia de  
P. gingivalis, siendo la fimbria tipo II la más virulenta (Amano et al., 2004) y las 
fimbrias tipo I e Ib más comúnmente aisladas de individuos sanos (Amano et al., 
1999, Fujise et al., 2005, Teixeira et al., 2009). Tras la internalización de                 
P. gingivalis en la célula hospedadora, las principales fimbrias ven reprimidas su 
expresión (Xia et al., 2007). Además, las fimbrias también inducen la expresión 
de citoquinas proinflamatorias, como las interleuquinas 1, 6 y 8 (IL- 1, IL-6, IL-
8) y factor de necrosis tumoral α (TNF-α), estimulando la respuesta inmunitaria 






 Lipopolisacárido: El lipopolisacárido (LPS) de membrana externa de                      
P. gingivalis es un factor clave en el desarrollo de periodontitis. Altera el 
equilibrio inmunológico del hospedador induciendo la producción de citoquinas 
proinflamatorias (IL-1β, IL-6 e IL-8), inflamación gingival y destrucción del 
tejido periodontal (Andrukhov et al., 2015). Fracciones de lipopolisacárido de la 
pared celular de algunas bacterias gram negativas pueden solubilizarse y actuar 
como endotoxina, estimulando la respuesta inmunitaria. 
 Vesículas de membrana externa (OMVs, del inglés Outer Membrane Vesicles): 
Las OMVs son evaginaciones de la membrana bacteriana durante su crecimiento 
y división mediante las cuales las bacterias interactúan (Mug-Opstelten et al., 
1978, Zhou et al., 1998, McBroom et al., 2007). 
Suelen participar en la adherencia bacteriana, la defensa contra los factores del 
sistema inmunitario del hospedador, la liberación de una amplia gama de enzimas 
(fosfolipasa C, proteasas, fosfatasa alcalina entre otras) que producen daño celular 
y transportan moléculas de señalización entre bacterias (Ismail et al., 2003, Klieve 
et al., 2005, Kuehn et al., 2005). 
 Hemaglutininas: Son proteínas bacterianas de superficie capaces de mediar la 
adhesión no fimbrial a través de receptores de oligosacáridos a células humanas y 
mediar la respuesta inmunitaria (Lamont et al., 2000). Adicionalmente facilitan a 
la bacteria la adquisición de hemina de eritrocitos (Lamont et al., 1998, Ezzo et 
al., 2003), esencial para su supervivencia (Dusek et al., 1994). Varias 
hemaglutininas (Hag A, RgpA, Kgp) pueden ser consideradas como dianas 





un epítopo común a varias de ellas, que inhibe la hemaglutinación y confiere 
inmunización pasiva frente a P. gingivalis (Frazer et al., 2006, Holt et al., 2005). 
 Enzimas proteolíticas: Las bacterias que se pueden encontrar en bolsas 
periodontales sintetizan enzimas proteolíticas, como colagenasa, cisteín proteasas 
o proteasa-hemaglutinina, capaces de degradar las macromoléculas como 
fibronectina y fibrinógeno, a sus componentes más simples para nutrir a las 
bacterias. Estas enzimas destruyen el tejido periodontal, lo que activa la respuesta 
inmunitaria del hospedador, haciendo de las proteasas uno de los factores de 
virulencia más importantes (Lamont and Jenkinson, 2000). 
Estas proteasas se pueden encontrar liberadas al medio en el interior de vesículas 
secretoras (OMVs) o en forma libre, o adheridas a la membrana bacteriana, donde 
cumplirían también un papel en la maduración y activación de otras moléculas 
que la bacteria sintetiza como fimbrias, hemaglutininas y las proteínas receptoras 
de la hemoglobina (Kadowaki et al., 2000). 
Entre las proteasas de membrana más importantes se encuentran las cisteín 
proteasas (gingipaínas), arginina RgpA, RgpB y lisina Kgp (Curtis et al., 1999), 
que componen la mayoría de las proteasas de la superficie de P. gingivalis, 
causando una elevada respuesta inmunitaria humoral. La ausencia de gingipínas 
produce la reducción de los niveles de crecimiento que experimenta P. gingivalis 
(Grenier et al., 2001). 
Las proteasas secretadas, además de provocar la destrucción de tejido del 
hospedador, pueden causar la degradación de inmunoglobulinas y proteínas del 
complemento, interviniendo en la evasión del sistema inmunitario y en el aumento 





Los dominios hemaglutinina, además de ser capaces de mediar la adhesión a 
células tanto bacterianas como epiteliales o fibroblastos del hospedador, regulan 
la adquisición de hemina (Burgess et al., 2002, James et al., 2006), permitiendo 
la lisis de eritrocitos, cuyo contenido degradarán las gingipaínas hasta obtener 
protoporfirina IX y Fe (III), de esencial necesidad para P gingivalis, que acumula 
en su membrana; lo que provoca su característica coloración negra (Smalley et 
al., 1998, Smalley et al., 2007). Además de las proteasas endógenas, P. gingivalis 
tiene la capacidad de inducir la producción de metaloproteasas en fibrobastos, 
leucocitos y macrófagos del hospedador, causando una mayor degradación de la 
matriz extracelular (Holt et al., 1999). 
 Sistema de transporte de proteínas Tipo IX (T9SS): 
Recientemente, se ha descrito PorSS como un nuevo sistema de secreción para el 







2.4. Importancia de P. gingivalis en las enfermedades periodontales 
La cavidad oral humana es considerada un hábitat cálido, húmedo y dinámico en 
el que se genera un ambiente ecológico específico y complejo de una gran diversidad, 
incluso siendo un nicho tan pequeño (Paster et al., 2001). En ella, los microorganismos, 
además de encontrarse flotando libremente en un medio líquido como es la saliva, se 
establecen y desarrollan en biofilms muy complejos sobre diferentes superficies de 
contacto como tejidos blandos (mucosas, encía, bolsa periodontal, tejidos conjuntivos y 
lengua) o tejidos duros mineralizados naturales (dientes) o artificiales (prótesis) (Filoche 
et al., 2010). Estas últimas estructuras, al ser superficies no descamativas, permiten la 
colonización persistente. Además, en ellas, los microorganismos se pueden distribuir de 
forma muy variada en dos zonas, una más en contacto con el medio externo, el área 
supragingival, expuesta a la saliva y a mecanismos de autolimpieza mecánica frecuentes 
por la lengua, las mejillas, la masticación y la deglución. Y por otro lado el área 
subgingival, que no es perturbada por las actividades de limpieza de la boca, creándose 
un ambiente relativamente estanco y favoreciendo la acumulación de microorganismos 
que pueden provocar la aparición de las enfermedades periodontales (Allaker, 2010, 
Sedlacek et al., 2007, Marsh, 2005). 
Estas enfermedades periodontales, de naturaleza infecciosa e inflamatoria, se han 
reclasificado recientemente en el World Workshop on the Classification of Periodontal 
and Peri-implant Diseases and Conditions 2017, organizado por la Academia Americana 
de Periodoncia (AAP) y la Federación Europea de Periodoncia (EFP), como gingivitis y 








Figura 6. Progresión en el hospedador de un estado de salud periodontal y 
homeostasis de microorganismos a un estado de disbiosis y enfermedad 
periodontal. Gingivitis, inflamación periodontal sin pérdida ósea y Periodontitis, 
asociada con un biofilm disbiótico, formación de bolsas periodontales, inflamación y 
pérdida ósea. Figura adapatada de (Olsen et al., 2017). 
 
La gingivitis se define por “una reacción inflamatoria reversible de los tejidos 
supraalveolares ante la acumulación de placa bacteriana, sin destrucción de los tejidos de 
soporte” (Chapple et al., 2018). 
Por otro lado, la periodontitis es “una enfermedad inflamatoria crónica, progresiva 
y multifactorial, asociada a un proceso de disbiosis de la placa dental que se caracteriza 
por la pérdida del ligamento periodontal y del hueso alveolar, la presencia de bolsas 
periodontales y el sangrado gingival siendo la pérdida de las piezas dentales su 






Estas enfermedades periodontales son un importante problema de salud pública y 
se encuentran entre las más prevalentes a nivel mundial, siendo la periodontitis severa la 
sexta enfermedad más prevalente y afectando a más de un 10% de la población mundial 
(Tonetti et al., 2017, Sheiham et al., 2002, Llodra Calvo et al., 2002, Loe et al., 1965, 
Loe et al., 1978), incluida la población española (Carasol et al., 2016). Esta prevalencia 
se incrementa con la edad y tiene un gran impacto social, económico y de recursos 
médicos en la prestación sanitaria (Kassebaum et al., 2014). 
La placa dental fue el primer biofilm estudiado en 1684 por Antonie van 
Leeuwenhoek cuando observó con el primer microscopio la diversidad y alto número de 
"animáliculos" presentes en "raspados" tomados de alrededor de dientes y declarando en 
la Royal Society de Londres: “The number of these animicules in the scurf of a man's 
teeth are so many that I believe they exceed the number of men in a kingdom." (Porter, 
1976). 
Es definida por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como “una entidad 
estructural específica pero altamente variable resultante de la colonización secuencial y 
el crecimiento de microorganismos en las superficies de los dientes y restauraciones que 
consisten en microorganismos de varias cepas y especies incorporadas en una matriz 
extracelular de producción propia, compuesta de productos metabólicos bacterianos y 
sustancias del suero, saliva y sangre” (Kassebaum et al., 2014). 
La placa dental es por tanto, un biofilm en continuo cambio en sus tipos y 
cantidades (Sedlacek et al., 2007) formado por la sucesión ordenada de más de 700 
especies de bacterias identificadas (Dewhirst et al., 2010), que varían según las personas 





de un individuo sano más de 400 diferentes (Filoche et al., 2010, Dewhirst et al., 2010, 
Mira et al., 2017). 
Los factores que determinan esta variación interindividual en la composición de 
la microbiota oral son entre otros, factores ambientales (temperatura, presión de oxígeno, 
pH, disponibilidad de nutrientes), factores del hospedador (salivación, fluido gingival, 
genética, edad, dieta, anatomía de los dientes, higiene oral) y factores microbianos 
(adherencia, coagregación, relaciones intra e inter específicas, heterogeneidad, 
mecanismos de virulencia) (Kolenbrander et al., 2006, Marsh, 2005, Socransky et al., 








Figura 7. Factores que determinan la composición de la microbiota oral. 
Figura adaptada de (Rosier et al., 2018). 
Varias hipótesis han tratado de explicar el papel del biofilm dental como principal 
agente patógeno para estas enfermedades: 
1) La hipótesis de la “placa específica” (SPH), enunciada por Loesche en 1976, 
se centra en los cambios cualitativos, considera que sólo la acción de ciertas especies 
patógenas está implicada en el desarrollo de la enfermedad. Así, microorganismos gram 
positivos sacarolíticos darían lugar a caries, mientras que bacterias gram negativas y 





2) La hipótesis de la “placa no específica” (NSPH), Theilade en 1986 reconoció 
la importancia de los cambios cuantitativos, las enfermedades surgirían por una cantidad 
excesiva de microflora total que supere el umbral de capacidad de defensa del 
hospedador, ya que todos los microorganismos participarían por igual en los procesos 
patogénicos (Theilade, 1986). 
3) La hipótesis de la “placa ecológica”, propuesta por Marsh en 1994 unifica las 
ideas principales de las dos anteriores, sostiene que los organismos asociados con la 
enfermedad pueden estar presentes también en los sitios sanos, pero en niveles tan bajos, 
que no son clínicamente relevantes. Cuando se produce un cambio en el medio                 
(pH, potencial redox, mayor o menor presencia de nutrientes…), puede producir una 
alteración del balance de la microflora hacia una más patogénica y favorecer la aparición 
de mecanismos de virulencia que desencadenen la enfermedad (Marsh, 1994). 
4) La era del biofilm. Grupos microbianos específicos (clusters). Socransky, 
Haffajee y colaboradores (1998) demostraron la presencia de grupos microbianos 
específicos (clusters) que participan en la formación del biofilm oral tanto en individuos 
sanos, como en aquellos con gingivitis y periodontitis, aunque los recuentos y 
proporciones varíen en cada caso. 
Analizaron más de 13.000 muestras de placa subgingival, procedente de                
185 pacientes adultos, utilizando sondas para unas 40 especies bacterianas e identificaron 
seis grupos o complejos de especies bacterianas asociadas. Este hallazgo hizo que a partir 
de ese momento nuestra comprensión de las enfermedades periodontales no se hiciera 








Figura 8. Complejos microbianos subgingivales. 
Figura adaptada de (Socransky et al., 1998). 
 
Para el comienzo de las enfermedades periodontales, esta adhesión bacteriana y 
posterior organización espacial sobre las superficies bucales, no se produce de forma 
aleatoria, sino debe darse una precisa incorporación específica y secuencial de los 
microorganismos de los complejos bacterianos y una modificación en sus proporciones 
(Socransky et al., 1998, Aas et al., 2005, Diaz et al., 2006, Kolenbrander et al., 1990, 








Figura 9. Diagrama de asociación de las especies bacterianas subgingivales.  
Los diferentes complejos microbianos han sido relacionados con la secuencia de 
colonización de la superficie dentaria y con la gravedad de la enfermedad. 
La heterogeneidad aumenta a medida que la placa envejece y madura. Como resultado 
de los cambios ecológicos, las bacterias gram negativas anaerobias estrictas colonizan 
de manera secundaria y contribuyen a una mayor patogenicidad del biofilm. 
Figura adapatada de (Socransky et al., 1998).  
 
En primer lugar, comienza el acondicionamiento de la superficie del diente 
recubriéndose de glicoproteínas (mucinas) y de moléculas hidrófobas salivares, 
formándose lo que se conoce como “película adquirida”, necesaria para la colonización 
por parte de las bacterias. La película adquirida atraerá a las bacterias del flujo salival 
(planctónicas) pasivamente y de forma reversible, mediante fuerzas fisicoquímicas 
débiles como la hidrofobicidad o las interacciones electrostáticas (fuerzas de Van der 
Waals), principalmente serán especies de Actinomyces, seguidas de un complejo amarillo 





especies de Capnocytophaga, el serotipo a de A. actinomycetemcomitans, Eikenella 
corrodens y Campylobacter concisus y un complejo violeta compuesto por Veillonella 
parvula y Actinomyces odontolyticus. (Socransky et al., 1998). 
Estos grupos de especies bacterianas (complejos amarillo, verde y violeta) 
aparecen significativamente asociados y son los colonizadores iniciales de la superficie 
dentaria. Generalmente, a continuación, tiene lugar la fase de multiplicación celular de 
las bacterias adheridas y se empezarán a excretar sustancias extracelulares poliméricas 
(EPS) que formarán la matriz a la que se irán agregando distintas especies bacterianas del 
complejo naranja (Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus, Campylobacter 
showae, Eubacterium nodatum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Prevotella 
nigrescens y Streptococcus constellatus, Fusobacterium spp.). Estas últimas actúan como 
“puente” de colonizadores más tardíos, pertenecientes al complejo rojo, compuesto 
principalmente por bacterias gram negativas de mayor capacidad periodonto‐patógena 
como Tannerella forsythia, P. gingivalis y Treponema denticola, originando el biofilm 
maduro y siendo consideradas un sello hallmark fuertemente asociado con la enfermedad 
periodontal (Socransky et al., 1998) (Kolenbrander et al., 1993, Kolenbrander et al., 
2002, Socransky et al., 2002). El aumento de la biomasa tanto por la unión de nuevas 
bacterias como por la formación del glicocálix conduce, como hemos comentado, al 
agotamiento del oxígeno siendo las bacterias anaerobias las más representativas en zonas 
profundas, desplazando a las aerobias (Diaz et al., 2006). 
La comprensión de la interacción directa e indirecta entre los patógenos del 
complejo rojo y más en concreto el papel de Porphyromonas en dicha asociación puede 





5) Simbiosis y Disbiosis: P. gingivalis como patógeno clave. En la población 
sana, con una correcta alimentación y hábitos de higiene bucal, se establece una situación 
de equilibrio y de beneficio mutuo entre el microbioma oral y el hospedador (simbiosis), 
a pesar de las tensiones ambientales a las que es sometida regularmente, como la higiene 
bucal periódica, la ingesta de alimentos o los cambios diurnos en el flujo de saliva (Marsh 
et al., 2011, Sanz et al., 2017). Sin embargo, en ocasiones, el equilibrio homeostático 
microbiano puede romperse, produciéndose perturbaciones por cambios en el medio que 
superan un umbral, como aparición de sustancias tóxicas, por tabaquismo, diabetes, 
predisposición genética o higiene dental deficiente, lo que se conoce como disbiosis, en 
donde la composición cualitativa y cuantitativa de las poblaciones microbianas, asociadas 
a la salud, están significativamente reducidas y aumentan las proporciones de especies 
que adquieren propiedades potencialmente dañinas, originando el desarrollo de las 
enfermedades dentales (Hajishengallis, 2014, Camelo-Castillo et al., 2015, Sanz et al., 
2017, Mira et al., 2017). 
Además las enfermedades periodontales pueden ser un ejemplo de “sinergismo 
patógeno”, en el cual la enfermedad es una consecuencia de la actividad combinada de 
un consorcio bacteriano que de manera individual no sería tan virulento, pero que al 
interactuar entre sí, puede intensificar sus efectos (Marsh et al., 2017, Mira et al., 2017). 
Aunque en ocasiones haya cambios en la estructura de estos conjuntos 
microbianos, esta flexibilidad es perfectamente compatible con la salud, y los individuos 
no desarrollan niveles similares de enfermedad oral en presencia de idénticas 
circunstancias. 
El factor crítico diferenciador para definir la disbiosis es, por tanto, la activación 





inflamatorios, que incrementan la secreción de fluido crevicular y sangre generándose un 
ambiente propicio para la multiplicación y crecimiento de estas bacterias y la formación 
de bolsas periodontales más profundas donde su fuente principal de alimento son los 
restos hidrolizados por enzimas, de periodonto y sangre, de ahí que haya un mayor 
sangrado al sondaje y destrucción de tejidos de soporte (Offenbacher et al., 1996, 
Socransky et al., 1998, Gohler et al., 2014). 
El contexto ambiental y los procesos que subyacen en el desarrollo y la estabilidad 
de las poblaciones microbianas en la boca sana, así como las variaciones interindividuales 
de cada microorganismo, incluyendo la capacidad de manipular el perfil transcripcional 
de las células vecinas de la comunidad (Darveau et al., 2012), son fundamentales para 
comprender cómo estas poblaciones se transforman en un estado disbiótico en la 
enfermedad. 
Según la teoría de “Polymicrobial Synergy and Dysbiosis (PSD)” propuesta por 
(Hajishengallis et al., 2012b), este cambio en el equilibrio entre los microorganismos 
puede causar la proliferación de bacterias patógenas clave (keystone pathogens), que 
hasta el momento estaban en menor proporción, y que sean capaces de desplazar a las 
demás especies y predisponer a la enfermedad, causando infecciones persistentes, como 
la periodontitis (Hajishengallis et al., 2012a, Jenkinson et al., 2005, Filoche et al., 2010, 
Rosan et al., 2000, Sedlacek et al., 2007). 
Dentro de estos patógenos, se considera a P. gingivalis como un patógeno clave 
especialmente relevante en el biofilm subgingival, cuya actividad es necesaria para el 
desarrollo de las enfermedades periodontales y que ve modificada su expresión génica 
durante la evolución de los síntomas (Hajishengallis et al., 2012b, Bostanci et al., 2012, 





(<1% del total de la microbiota), P. gingivalis sería capaz de desestabilizar la función 
inmunitaria innata del hospedador y promover el establecimiento de una comunidad 
disbiótica, una respuesta inflamatoria y el desarrollo de la enfermedad (Darveau et al., 
2012). Además se ha demostrado en estudios de biofilms mixtos in vitro que es capaz, 
también, de modificar el patrón de expresión génica de los microorganismos vecinos, por 
lo que los grupos minoritarios de bacterias no deben ser subestimados, pues ejercen un 
papel clave en el desarrollo de la disbiosis (Mira et al., 2017, Frias-Lopez et al., 2012). 
También ha sido demostrado que cuando P. gingivalis era introducido en un 
biofilm de especies bacterianas no patógenas, podía cambiar el perfil de expresión de la 
comunidad (Frias-Lopez et al., 2012). Por otro lado, se ha podido detectar la presencia de 
P. gingivalis en individuos sanos, lo que parece indicar que no todas las cepas tendrían la 
misma capacidad patogénica, o bien como se ha comentado, que el estado del hospedador 
influye en el desarrollo y severidad de la enfermedad (Curtis et al., 2005, Marsh et al., 






2.5. Análisis transcriptómico de P. gingivalis.  
Desde los años ochenta se están desarrollando modelos de biofilm in vitro de flujo 
continuo o dinámicos en robbins device (Kharazmi et al., 1999, Sternberg et al., 2006), o 
sistemas estáticos en placas multipocillo, sencillos de manejar y reproducibles, donde se 
pueden controlar las condiciones de la superficie, las condiciones ambientales (de 
accesibilidad de nutrientes, temperatura, pH, potencial redox…) y la evolución de una 
población definida de bacterias (Merritt et al., 2005). 
La mayoría de estos estudios de microorganismos se han llevado a cabo en 
condiciones planctónicas o utilizando una única especie bacteriana en biofilm, lo que 
permitía explorar el efecto de las variables ambientales, fisiológicas y genéticas con 
parámetros estrechamente controlados en sistemas de modelos in vitro (Liu et al., 2016, 
Waite et al., 2005, Schembri et al., 2003, Whiteley et al., 2001). 
En relación a P. gingivalis la gran parte de los trabajos están realizados aplicando 
distintas condiciones y sobre un número limitado de genes de quorum sensing, de 
respuesta al polifosfato, de respuesta a la limitación de hemina, entre otros (Yuan et al., 
2005, Kiyama-Kishikawa et al., 2005, Moon et al., 2014). 
Otros autores han comenzado a hacer estudios de la expresión génica global en la 
cepa W50 comparando situación planctónica y biofilm monoespecie, encontrando 
cambios significativos en grupos de genes como biogénesis, replicación de ADN, 
regulación transcripcional, producción de energía, biosíntesis de cofactores, y transporte 
(Lo et al., 2009). Aún así se conoce poco acerca de los procesos regulatorios y respuesta 
adaptativa de la bacteria en biofilm y su relación con la patogenicidad. También se han 
llevado a cabo investigaciones, donde se detallan los cambios sufridos por la bacteria        





observándose 42 genes sobreexpresados en comparación con la cepa silvestre, en su 
mayoría correspondientes a proteínas hipotéticas, transposones y transposasas. En este 
mismo estudio 22 genes fueron reprimidos en la cepa inoculada codificando para 
transportadores, permeasas putativas, proteínas de unión a ATP, metabolismo de 
proteínas y los ácidos nucleicos entre otros. 
Sin embargo, son escasos los trabajos de investigación de los patrones de 
expresión génica global de P. gingivalis con modelos de biofilm in vitro validados de 
poblaciones más complejas y heterogéneas (Kuboniwa et al., 2017, Redanz et al., 2011, 
Bao et al., 2014), o con la cepa ATCC 33277, donde se reproduzca con precisión la 
dinámica y la secuencia de colonización bacteriana del biofilm subgingival multiespecie. 
Y donde se pueda establecer una evolución de la adaptación de la bacteria y sus respuestas 
desde la condición más sencilla (planctónica monoespecie) a condiciones más complejas 
en las que pueden estar recibiendo señales de quorum sensing o intercambios de ADN 
(transferencia génica horizontal) (Shapiro, 1998), para formar biofilms tanto monoespecie 
como multiespecie. Cuanto más completas sean las poblaciones bacterianas mejor podrán 
ser comparados los procesos de formación y desarrollo en las condiciones que ofrece el 





















1. JUSTIFICACIÓN  
Diversos estudios de biofilms revelaron que cientos de genes, entre ellos muchos 
genes no caracterizados, se expresan diferencialmente en el biofilm en comparación con 
el estado planctónico. Estos estudios centran la atención en determinados genes 
candidatos asociados con el desarrollo del biofilm, el análisis de los genes de detección 
de quorum regulados por su implicación en el desarrollo del biofilm o la expresión génica 
de la bacteria tras algún tratamiento concreto. 
Sin embargo, se encuentra poca información que describa tanto los cambios 
iniciales como los que se dan posteriormente una vez P. gingivalis se ha incorporado al 
biofilm monoespecie y/o multiespecie, en su expresión génica global. Esto puede ser clave 
para entender mejor su comportamiento y sus mecanismos de acción en las enfermedades 
periodontales y así establecer estrategias terapéuticas adecuadas.  
  





2.1. OBJETIVO GENERAL  
Determinar y comparar los cambios de expresión génica global de P. gingivalis 
ATCC 33277, mediante análisis transcriptómico en diferentes condiciones (planctónico 
en presencia de biofilm y biofilm tanto monoespecie (P. gingivalis) como multiespecie  
(S. oralis, A. naeslundii, V. parvula, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans, P. 
gingivalis). 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Estudiar la diferente expresión génica de P. gingivalis ATCC 33277 en dos condiciones 
planctónicas: medio planctónico puro y planctónico en presencia de su propio biofilm 
monoespecie. 
2. Estudiar la diferente expresión génica de P. gingivalis ATCC 33277 en sus dos 
fenotipos de crecimiento: planctónico y en biofilm monoespecie, prestando especial 
atención a los genes implicados en la patogenicidad de esta especie bacteriana, entre ellos 
proteasas, adhesinas o fimbrias. 
3. Estudiar la diferente expresión génica de P. gingivalis ATCC 33277 en un biofilm 
multiespecie frente al estado planctónico, para estudiar la posible influencia de otras 
bacterias. 
  





3.1. HIPÓTESIS GENERAL 
El perfil de expresión génica de P. gingivalis y su acción patogénica puede verse 
afectada por estado fenotípico en el que se encuentre. 
3.2. HIPÓTESIS ESPECÍFICAS 
1. Existe una diferente expresión génica de P. gingivalis ATCC 33277 en dos condiciones 
planctónicas: medio planctónico puro y planctónico en presencia de biofilm monoespecie. 
2. Existe una diferente expresión génica de P. gingivalis ATCC 33277 en sus dos 
fenotipos de crecimiento: planctónico y en biofilm monoespecie. 
3. Los cambios en la expresión génica, además de verse influidos por el estado fenotípico, 







































Los Materiales y Métodos y los Resultados de los estudios presentados en esta tesis 
han sido publicados, como artículos científicos en tres publicaciones independientes, en las 
revistas científicas BMC Microbiology y PLoS One con las siguientes referencias: 
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Antecedentes: Porphyromonas gingivalis es uno de los microorganismos patógenos 
clave en el inicio y la progresión de la periodontitis que reside en la cavidad oral dentro 
de complejos biofilms multiespecie. En este estudio in vitro, utilizando microarrays de 
ADN, se lleva a cabo el estudio de la expresión génica diferencial de Porphyromonas 
gingivalis ATCC 33277 en dos condiciones planctónicas, en ausencia o presencia de su 
propio biofilm monoespecie. 
 
Resultados: Aproximadamente el 1,5% de los genes (28 de 1909 genes, con un criterio 
de filtro para el cambio de expresión génica mayor o igual a 1,5 veces, valor de 
significación p < 0,05) fueron expresados diferencialmente por las células planctónicas 
de P. gingivalis cuando se encontraba en presencia de un biofilm. Estos genes fueron 
predominantemente relacionados con el metabolismo del hierro, la adhesión bacteriana, 
la invasión, la virulencia y el sistema de detección de quorum sensing. Los resultados de 
microarrays fueron consistentes con los obtenidos por la. reacción en cadena de la 
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-qPCR). 
 
Conclusión: este estudio proporciona información sobre los cambios transcripcionales 
de las células planctónicas de P. gingivalis cuando crece en presencia de un biofilm, 
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Herrera D, Sanz M. (2017) Comparative gene expression analysis of Porphyromonas 





Antecedentes y objetivo: Porphyromonas gingivalis es un patógeno clave en el inicio y 
la progresión de la periodontitis. Su patogenicidad se ha relacionado con su presencia y 
supervivencia dentro del biofilm subgingival. El objetivo del presente estudio fue 
comparar las actividades transcriptómicas de todo el genoma de P. gingivalis en biofilm 
y en crecimiento planctónico, utilizando la tecnología de microarrays. 
 
Material y métodos: P. gingivalis ATCC 33277 se incubó en placas de cultivo 
multipocillo a 37 °C durante 96 horas bajo condiciones anaeróbicas usando un modelo 
estático in vitro para desarrollar tanto el estado planctónico como el de biofilm 
monoespecie sobre discos cerámicos estériles de hidroxiapatita cálcica (HA). El 
desarrollo del biofilm fue comprobado por microscopía láser confocal de barrido (CLSM) 
y microscopía electrónica de barrido (SEM). Después de la incubación, se recogieron las 
células bacterianas y se extrajo y purificó el ARN total. Tres réplicas biológicas para cada 
estado celular fueron hibridadas independientemente para comparaciones 
transcriptómicas. Se utilizó un modelo lineal para determinar genes expresados 
diferencialmente y la reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa      
(RT-qPCR) para confirmar la expresión diferencial. Como criterios de filtro se 
seleccionaron valores de cambio en la expresión de genes ≤ -2 ó ≥ 2 veces y valores 
significativos de p < 0,05. 
 
Resultados: Un 4,8% de los genes (92 de 1.909 genes) fueron expresados 
diferencialmente por P. gingivalis en crecimiento en biofilm comparado con el fenotipo 
planctónico. De ellos, 54 genes fueron sobreexpresados en el biofilm, principalmente 
relacionados con la envoltura celular, el transporte, unión o proteínas de las membranas 
externas.                   




Y 38 genes mostraron expresión disminuida, principalmente relacionados con 
transposasas o estrés oxidativo. 
 
Conclusión: La respuesta adaptativa de P. gingivalis a crecer en fenotipo de biofilm 
monoespecie demostró un aumento de la expresión génica diferencial con respecto a su 
crecimiento en forma planctónica. 
  
































































































Romero-Lastra P, Sánchez MC, Llama-Palacios A, Figuero E, Herrera D, Sanz M. 
(2019) Gene expression of Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 when growing in 





Antecedentes y objetivo: Porphyromonas gingivalis es un microorganismo oral que 
reside en el biofilm subgingival y puede ejercer diferente patogenicidad dependiendo de 
la presencia de factores de virulencia específicos, pero el estudio de su expresión génica 
al estar acompañada de otros microorganismos, no se ha establecido completamente. Esta 
investigación tiene como objetivo comparar el perfil transcriptómico de este patógeno 
cuando crece dentro de un biofilm multiespecie in vitro con respecto a su estado 
planctónico. 
 
Materiales y métodos: P. gingivalis ATCC 33277 se cultivó en anaerobiosis en placas 
de cultivo multi-pocillo a 37ºC en dos condiciones: a) muestras planctónicas (sin discos 
de hidroxiapatita) y b) acompañada de S. oralis, A. naeslundii, V. parvula, F. nucleatum 
y A. actinomycetemcomitans sobre discos de hidroxiapatita para formar un biofilm 
multiespecie. La microscopía electrónica de barrido (SEM) y la microscopía láser 
confocal de barrido (CLSM) combinadas con la hibridación in situ fluorescente (FISH) 
se utilizaron para verificar la formación del biofilm y la presencia de P. gingivalis en él. 
El ARN total se extrajo de ambas muestras, planctónicas y biofilm multiespecie, se 
purificó y, con el uso de un microarray, se analizó la expresión génica diferencial de         
P. gingivalis ATCC 33277. Se utilizó un modelo lineal para determinar los genes 
expresados diferencialmente utilizando un criterio de filtro para el cambio de la expresión 
génica de al menos ≤ -2 ó ≥ 2 veces con respecto a la condición control y un valor 
significativo p < 0,05. La expresión diferencial se confirmó mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-qPCR). 
 
 




Resultados: Mediante SEM se verificó el desarrollo del biofilm multiespecie y la técnica 
de FISH confirmó la incorporación de P. gingivalis. El microarray demostró que                 
P. gingivalis dentro de un biofilm multiespecie expresa de manera diferencial el 19,1% 
de sus genes (165 genes sobreexpresados y 200 reprimidos) en comparación con la 
condición planctónica. Estos genes estaban involucrados principalmente en funciones 
relacionadas con el estrés oxidativo, la envoltura celular, los transposones y el 
metabolismo. Los resultados del microarray fueron confirmados por la reacción en 
cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-qPCR). 
 
Conclusión: Se produjeron cambios transcripcionales significativos en P. gingivalis al 
























































































































































Los estudios transcriptómicos de P. gingivalis ATCC 33277, realizados en esta 
investigación revelan que esta bacteria modifica su expresión génica global, en relación 
con su estado planctónico, según sea su fenotipo de crecimiento: planctónico en presencia 
de biofilm y biofilm tanto monoespecie (P. gingivalis) como multiespecie (S. oralis, A. 
naeslundii, V. parvula, F. nucleatum, A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis). Siendo 
esta última condición, la más propicia para mayores interacciones de comunicación 
molecular y de intercambio metabólico y genético entre las distintas bacterias. Además, 
se observa un incremento en el patrón de expresión génica, y un aumento de su capacidad 
patogénica cuando forma parte de un biofilm multiespecie con respecto a las células 
planctónicas (Liu et al., 2016, Whiteley et al., 2001, Waite et al., 2005, Prigent-Combaret 
et al., 1999, Schembri et al., 2003). 
1. DIFERENCIAS CUANTITATIVAS EN EL NÚMERO DE GENES 
CON EXPRESIÓN DIFERENCIAL 
En esta tesis se ha utilizado un modelo estático de biofilm subgingival in vitro en 
placa multipocillo reproducible puesto a punto en el Laboratorio de Investigación de la 
Facultad de Odontología de la Universidad Complutense de Madrid, desarrollado sobre 
discos de hidroxiapatita (Sanchez et al., 2011). Se ha llevado a cabo una evaluación de la 
expresión génica global, mediante técnicas basadas en la biología celular 
(transcriptómica), de la bacteria P. gingivalis ATCC 33277 en estado planctónico puro 








 Estudio 1: Condición planctónica de P. gingivalis en presencia de  
un biofilm monoespecie. 
 Estudio 2: Condición sésil de P. gingivalis en biofilm monoespecie. 
 Estudio 3: Condición sésil de P. gingivalis junto con otras cinco  
especies (biofilm multiespecie). 
Primero, se detectó una diferencia en el transcriptoma de P. gingivalis              
ATCC 33277 entre dos estados planctónicos diferentes, uno en un medio planctónico 
puro y el otro en presencia de un biofilm monoespecie en crecimiento, del que puede estar 
recibiendo señales de quorum sensing para favorecer la agregación. Se trata de una 
condición de transición entre ambos estados, donde se obtuvo una expresión diferencial 
en el 1,5% de los genes (28/1909). De ellos, 21 genes fueron sobreexpresados 
relacionados con el metabolismo del hierro y la recepción de hemina, transposasas y 
proteasas, el sistema de detección de quorum y 7 resultaron reprimidos relacionados 
principalmente con la adhesión bacteriana, la invasión o la virulencia (Sanchez et al., 
2019). 
Segundo, se compararon los cambios en la expresión génica de P. gingivalis 
ATCC 33277 de la condición planctónica pura con la condición de biofilm monoespecie, 
obteniéndose una expresión diferencial en el 4,8% de los genes (92/1909). De los cuales, 
54 de ellos fueron sobreexpresados y principalmente relacionados con la envoltura 
celular, el transporte, las proteínas de la membrana externa y 38 reprimidos 
relacionándose con funciones de transposasas, sistema CRISPR y los genes de estrés 






Tercero, P. gingivalis ATCC 33277 en presencia de otras cinco especies 
bacterianas, S. oralis, A. naeslundii, V. parvula, F. nucleatum y                                                       
A. actinomycetemcomitans, formando un biofilm multiespecie, expresa de manera 
diferencial el 19,1% de los genes (365/1909) en comparación con el fenotipo planctónico. 
Estos genes, 165 sobreexpresados y 200 reprimidos, estaban involucrados principalmente 
en funciones relacionadas con el estrés oxidativo, la envoltura celular, los transposones, 
CRISPR o metabolismo (Romero-Lastra et al., 2019). 
En la Figura 10 se puede observar una comparativa de los perfiles 
transcriptómicos de P. gingivalis, entre los dos estados planctónicos, y cuando se cultivó 
como biofilm monoespecie o multiespecie, mostrando diferencias significativas entre 
cada condición estudiada. Se aprecia un claro aumento en el número de genes con 
expresión diferencial a medida que avanzamos en la complejidad de los fenotipos 
comparados en la condición experimental. 
 
 
Figura 10. Comparación de los transcriptomas de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 en 
cada uno de los tres estudios: 1º) planctónico (control) con planctónico en presencia de biofilm 
monoespecie (test), 2º) planctónico (control) con biofilm monoespecie (test) y 3º) planctónico 





El rango de genes diferencialmente expresados en los resultados de los dos 
primeros trabajos en condiciones monoespecie, coinciden con los hallados por otros 
autores en investigaciones de otros patógenos, como P. aeruginosa o Escherichia coli 
cultivados en condiciones de crecimiento similares, y en las que se demostró menos del 
5% de la expresión diferencial (Whiteley et al., 2001, Waite et al., 2005, Schembri et al., 
2003, Beloin et al., 2004). 
Se sigue una tendencia similar en cuanto a la expresión de los genes en estas 
condiciones monoespecie, de los grupos funcionales tales como aerotolerancia, quorum 
sensing, transporte, fimbrias y metabolismo, entre otros. Es en el tercer estudio, donde 
además de tener la variable cambio de estado fenotípico (planctónico o biofilm), contamos 
con la presencia de otras especies bacterianas (desarrollo de un biofilm multiespecie), 
cuando se observan los mayores cambios en la expresión génica, obteniéndose un notable 
reajuste transcriptómico en la adaptación de P. gingivalis a un estilo de vida comunitario 







Tabla 1. Comparación del número de genes sobreexpresados o reprimidos en cada 



























































































































































































2. DIFERENCIAS CUALITATIVAS POR GRUPOS FUNCIONALES 
En la Figura 11 se pueden ver los grupos funcionales más representativos, así 
como su tendencia de expresión en cada uno de los estudios que componen esta tesis. 
 
 
Figura 11. Grupos funcionales más representativos en cada uno de los tres estudios. 
 
En un análisis detallado de cada uno de los grupos funcionales que aparecen, 
observamos que existe un gran número de ellos que son comunes a los tres estudios, 










Tabla 2. Genes diferencialmente expresados [sobreexpresados (+) o reprimidos (-)] 




























Cambio (SD)  





reductase F subunit 




 +2,74 (0,23) +5,99 (0,39) 
PGN_1286 Probable lysozyme  +2,63 (0,28) +3,02 (0,37) 
Envoltura celular 




-1,52 (0,02)  -5,53 (1,34) 
Aerotolerancia PGN_0529 
Aerotolerance-related 
membrane protein BatA 





Mfa1 and Mfa2 
-1,60 (0,09)  -8,41 (2,84) 
PGN_0183 Minor component FimC -1,76 (0,16)  -17,73 (2,28) 




50S ribosomal protein 
L34 ATCC 








Putative RNA polymerase 
sigma-70 factor ECF 
subfamily 




factor ECF subfamily 




 -2,54 (0,14) -12,50 (4,82) 
PGN_1312 
Probable transcriptional 
regulator as Arg-repressor 




 -2,28 (0,28) -14,51 (2,00) 
Metabolismo          
del Hierro  
PGN_0604 Ferritin +1,78 (0,08)  +7,28 (1,54) 










 +2,26 (0,05) +3,08 (1,09) 





+1,84 (0,04)  +3,08 (0,68) 
PGN_0082 
Probable transcriptional 
regulator AraC family 
 -2,37 (0,33) -2,99 (0,59) 
Proteínas 
hipotéticas 





2.1. Estrés oxidativo y virulencia 
En cuanto al grupo de genes de estrés oxidativo y virulencia se puede observar 
una clara progresión en el número de genes tanto sobreexpresados como reprimidos. 
Algunos de los genes son coincidentes, entre la condición de biofilm monoespecie y 
multiespecie, como PGN_0661 (Alkyl hydroperoxide reductase F subunit), PGN_1914 
(Carboxyl-terminal processing protease) y PGN_1286 (Probable lysozyme), 
manteniendo la misma tendencia de expresión. Como tendencia general, aumenta la 
expresión de genes de virulencia según aumenta la complejidad del fenotipo/la 
comunidad y disminuye la expresión de los genes de resistencia al estrés oxidativo. Estos 
resultados reflejan la ventaja con la que cuentan las bacterias en biofilm multiespecie a la 
hora de suponer una amenaza patogénica para el hospedador. 
Aunque en general los genes de resistencia al estrés oxidativo están reprimidos, 
se sigue conservando la expresión de algunos de estos genes como Sod, tiorredoxina 
(PGN_0033, PG_0275) o tiol peroxidasa (PG_1729, PGN_0388), que ayudarían en la 
eliminación de las especies reactivas de oxígeno (ROS), como ya se ha descrito en 
trabajos de otros autores (Lewis et al., 2009, Moon et al., 2014). 
Además, en condiciones de biofilm se detecta una expresión al alza de los genes 
involucrados en los sistemas reguladores de proteínas, como las proteasas o las 
chaperonas, que generalmente se expresan durante procesos de colonización y adaptación 
al estrés (Capestany et al., 2008). Esta sobreexpresión es más evidente en el biofilm 
multiespecie, donde se ve favorecida por la presencia de otros microorganismos. Las 
proteasas sintetizadas, favorecerían la virulencia de la bacteria, participando en la 
degradación de los anticuerpos del sistema inmunitario del hospedador y en la destrucción 





estudios, en el que se comparan las dos condiciones planctónicas, donde las diferencias 
sufridas por la bacteria P. gingivalis serían menores, al ser estados similares (Sanchez et 
al., 2019). 
Todos estos resultados apuntarían a que P. gingivalis, al encontrarse en los estratos 
más profundos del biofilm multiespecie, recibiría parte de los nutrientes presentes en el 
medio a través de los canales del biofilm, pero además para obtener más cantidad, tendría 
que atacar activamente los tejidos del hospedador, mediante la sobreexpresión de los 
genes de virulencia. Por otro lado, el acceso a éstos conllevaría la necesidad de aumentar 
la expresión de los genes relacionados con estrés oxidativo, como SodB o la familia de 
las tiorredoxinas, por provenir de ambientes aerobios. 
2.2. Envoltura celular 
Los genes de envoltura celular, que codifican las proteínas de membrana externa 
(OMPs) o lipoproteínas, se considera que cumplen funciones de mantenimiento de la 
integridad de la membrana y transporte de moléculas como por ejemplo la secreción de 
sustancias antimicrobianas (Kamaguchi et al., 2003). En la presente tesis se ha observado 
un gran cambio en la expresión de estos genes, estando reprimidos sólo dos de ellos en el 
paso de la condición planctónica hacia su transición a biofilm monoespecie, y  
sobreexpresándose nueve de ellos, en el biofilm monoespecie maduro. 
Sin embargo, el biofilm multiespecie (Romero-Lastra et al., 2019) contrasta con 
el caso anterior ya que aparece un menor número de genes sobreexpresados y muchos 
más subexpresados, que en el biofim monoespecie (Romero-Lastra et al., 2017), como ya 






Sólo dos genes son coincidentes en dos de las diferentes condiciones PG_2131 
(OmpA_C-like) y PG_1712 (Alpha-1,2-mannosidase family protein), estando reprimidos 
en el fenotipo planctónico en presencia de un biofilm monoespecie y cuando P. gingivalis 
se encuentra incluido en un biofilm multiespecie, aumentando más incluso su represión 
en este caso. 
Además, en esta última condición, se pueden encontrar, también, genes 
sobreexpresados, como PG_0679 (outer membrane efflux protein), que está asociado con 
la resistencia antimicrobiana por ser capaz de bombear estas moléculas fuera de la 
bacteria (Rahman et al., 2017). 
2.3. Aerotolerancia 
En cuanto a los genes relacionados con la aerotolerancia únicamente se encontró 
PGN_0529 (aerotolerance-related membrane protein BatA) como gen común presente 
en los estudios donde comparamos las dos condiciones planctónicas y en el biofilm 
multiespecie, encontrándose en ambos casos subexpresado. Además de Bat A, cuando     
P. gingivalis se encuentra rodeada de otras cinco especies e inmersa en el glicocálix, 
reprime de manera diferencial otros cuatro genes (Bat B-C-D-E). En esta estructura,                    
P. gingivalis podría encontrarse protegido contra los oxidantes del ambiente, lo que 
podría explicar la represión de la transcripción de estos genes de aerotolerancia en 
comparación con el estado planctónico. Dado que en todos los estudios se trabajó en 
condiciones de anaerobiosis, los resultados que indican un aumento en el número de genes 
de aerotolerancia reprimidos, no serían únicamente debidos a la adaptación al nuevo 





2.4. Quorum sensing 
Aunque se podría esperar un aumento de los genes de quorum sensing en la 
condición planctónica en presencia de biofilm por las señales químicas que ahora estarían 
afectándola, no se puede apreciar una variación en estos genes. A pesar de esto, el gen 
sobreexpresado PG_2094, aunque catalogado como proteína hipotética, presenta cierta 
identidad compartida con la proteína SDJ2, gen codificante de un factor de transcripción 
de la familia luxR, principal factor responsable del quorum sensing (Fuqua et al., 1994). 
Sin embargo, en el biofilm multiespecie, se puede observar un aumento de la 
expresión del gen PGN_1827 (MetK) que codifica para S-adenosil-metionina sintetasa, 
responsable de la síntesis de un importante precursor de la principal molécula 
señalizadora del quorum sensing, autoinductor-2 (AI-2) (Miller et al., 2001, Parveen et 
al., 2011). Esto reflejaría que la regulación para adaptarse a otras formas de crecimiento 
no sería únicamente por un aumento en la capacidad de recepción por parte de las células 
planctónicas, sino también por el incremento de la síntesis de señalizadores por parte del 
biofilm. 
2.5. Transporte 
Porphyromonas gingivalis mostró niveles de expresión reducidos en catorce 
genes de proteínas transportadoras dentro de una comunidad multiespecie, cinco de estos 
(PG_0646, PG_0647, PG_0648, PGN_0685, PGN_0686) son transportadores ABC de 
hierro. Este nivel reducido de expresión puede indicar que los microorganismos como     
P. gingivalis en condiciones de biofilm, tienen una actividad metabólica limitada pero 
más específica, o que, al extraer nutrientes de los tejidos como se describió en apartados 





tan necesarios los transportadores relacionados con este elemento y de hecho requieran la 
subexpresión de algunos, para evitar una cantidad exacerbada de estos compuestos que 
pueden ser oxidantes. 
2.6. Transposones y Sistema CRISPR 
En las condiciones monoespecie, ya sea en la comparación de las dos situaciones 
planctónicas o en la comparación con el biofilm, se puede observar una sobreexpresión 
de dos de los genes codificantes para transposones. Cuando P. gingivalis forma parte de 
un biofilm multiespecie, la relación competitiva/colaborativa que se establece y la 
presencia de material genético de otras especies, que favorece la transferencia horizontal 
y su adaptación, produce un notable aumento en el número de genes con expresión 
diferencial y especialmente en los que incrementan su expresión génica. Además, se ha 
descrito que la transposición está causada por estrés celular (Zhang et al., 2011, Wheeler, 
2013, Arnault et al., 1994), por lo que este aumento en los genes sobreexpresados nos 
indica que la adaptación a condiciones de biofilm multiespecie estaría generando más 
estrés que en monoespecie (Tribble et al., 2013, Hendrickson et al., 2009). 
Este hecho también puede ser observado en el sistema CRISPR, ya que en 
condiciones monoespecie, o bien no encontramos diferencias de expresión (planctónico 
en presencia de biofilm) o aparecen reprimidos (biofilm monoespecie), mientras que su 
expresión se iría incrementando en entornos multiespecie. Esto parece indicar que estos 
genes de adaptación y protección contra elementos genéticos móviles (plásmidos y 
transposones) de microorganismos circundantes (Barrangou et al., 2007, Marraffini et al., 
2008, Garneau et al., 2010), van a sobreexpresarse cuando P. gingivalis se tenga que 






A medida que aumenta la complejidad del fenotipo, aumenta también ligeramente 
el número de genes reprimidos que codifican para fimbrias. Esto podría parecer poco 
intuitivo, ya que han sido reconocidas como un importante factor de virulencia, en la 
adhesión celular y capacidad para invadir los tejidos periodontales (Yoshimura et al., 
2009, Weinberg et al., 1997, Malek et al., 1994). Sin embargo, se ha descrito cómo estos 
genes sólo serían necesarios para las primeras fases de formación y adhesión de las 
fimbrias y no para el mantenimiento de éstas (Whiteley et al., 2001, Yamamoto et al., 
2011). Además, otros autores demostraron que estos genes que codifican para 
componentes menores [PGN_0181, PGN_0183 (FimC), PGN_0184 (FimD)] no eran 
necesarios para la integridad estructural y funcional de las fimbrias (Minion et al., 1986, 
Krogfelt et al., 1988, Klemm et al., 1987, Nagano et al., 2012, Nishiyama et al., 2007). 
Este aumento en el número de genes reprimidos en P. gingivalis dentro de un biofilm 
multiespecie podría estar causado precisamente porque la bacteria ya estaría incluida de 
manera estable dentro de los biofilms y podría reducir los recursos dedicados a la 
producción de estos genes. 
2.8. Ribosomas/RNA, Transcripción y Traducción 
En general, a medida que avanza la complejidad del fenotipo de la bacteria, el 
número de genes ribosómicos sobreexpresados o reprimidos aumenta. Este aumento 
indica una regulación de la transcripción y la traducción cuando P. gingivalis se encuentra 
dentro del biofilm tanto monoespecie como multiespecie, llevada a cabo por PGN_0970 
(Putative RNA polymerase sigma-70 factor ECF subfamily), PGN_0319 (Probable RNA 
polymerase sigma-70 factor ECF subfamily) y PG_1260 (Anaerobic ribonucleoside 





mantenimiento de ribosomas supone un gasto energético elevado, por lo que su 
regulación debe estar muy controlada y podría explicar que en ninguna de las condiciones 
veamos una clara deriva hacia la sobreexpresión o subexpresión (Moon et al., 2014). 
2.9. Metabolismo 
Al encontrarse dentro de un biofilm multiespecie, P. gingivalis subexpresa mayor 
número de genes de los que sobreexpresa en su metabolismo, comparado con su 
condición planctónica. Estos cambios no se aprecian en la condición de biofilm 
monoespecie, por lo que estas variaciones en la transcripción pueden atribuirse a la 
presencia de diferentes especies bacterianas. Por el mecanismo del cometabolismo la 
existencia de las otras especies supondría quizá que P. gingivalis pueda disponer de 
sustratos y nutrientes de más fácil asimilación que le puedan permitir no tener todas las 
funciones activas y entrar en “modo de ahorro de energía”. 
Esto tiene implicaciones en la duplicación bacteriana, como podemos observar en 
la expresión disminuida de los genes de replicación del ADN (xseA, tmk, recJ, PG_1038, 
PG_0174, PGN_1992, PGN_1314, PGN_1225) y el aumento de la expresión de los genes 
de proteínas de unión al ADN (PGN_1415, hup-2, PG_2040, PG_0555, PGN_1986, 
PGN_1393). Estos resultados parecerían indicar que, en esta situación de biofilm 
multiespecie, por una parte habría menor replicación y metabolismo y por otra, que los 
genes que sí se expresen se emplearían en la secreción de fragmentos de ADN, como 
parte de los mecanismos de intercambio genético. 
Nuestros resultados en cuanto a los niveles de expresión génica, coinciden con los 
mostrados por otros autores a nivel proteómico (Mohammed, 2018), en donde P. 





metabolismo de lípidos o ácidos nucleicos al comparar su crecimiento planctónico, 
biofilm monoespecie o en biofilm dual, acompañado por F. nucleatum. 
2.10. Genes de función desconocida 
En todos los casos en los que se ha comparado un estado planctónico con uno de 
biofilm el grupo más numeroso con cambios transcriptómicos ha sido el de las proteínas 
hipotéticas, de las que se desconoce su función. Esto pone de manifiesto que todavía hay 
un gran número de genes sin identificar y que parecerían tener un papel relevante en el 
desarrollo del biofilm y en los factores de virulencia de P. gingivalis. La identificación y 
cuantificación de estos genes pueden proporcionar candidatos potenciales que podrían ser 






3. VENTAJAS Y LIMITACIONES DEL MODELO 
Hay, sin embargo, algunas limitaciones asociadas a este estudio, ya que al utilizar 
un modelo estático no puede simular las condiciones de flujo a las que están sometidas 
las bacterias en la cavidad oral (flujo salival y crevicular), que pueden condicionar las 
propiedades estructurales y fisiológicas de los biofilms y modificar su expresión génica 
(Vaughan et al., 2010, Drescher et al., 2011). 
Además, trabajar con muestras orales de pacientes, o de entrada con un gran 
número de especies bacterianas in vitro es complicado, por lo que este estudio se ha 
llevado a cabo sobre la base de un análisis comparativo de la expresión génica de                 
P. gingivalis en condiciones planctónicas o de biofilm monoespecie (Sanchez et al., 2019, 
Romero-Lastra et al., 2017). Para posteriormente emplearse un modelo in vitro de 
consorcio multiespecie (Romero-Lastra et al., 2019), incorporando a las bacterias de        
P. gingivalis, otras cinco especies diferentes implicadas en el desarrollo del biofilm 
subgingival en las enfermedades periodontales, para estudiar su expresión génica global. 
El biofilm multiespecie utilizado incluye representantes de los diferentes 
complejos de la placa subgingival y es un modelo de uso en el laboratorio donde se 
estandarizan tratamientos, implantes, materiales, etc., por lo que constituye una excelente 
plataforma para analizar la posible influencia en la expresión génica de P. gingivalis de 
las especies acompañantes en el biofilm. En este modelo de biofilm de seis especies hemos 
encontrado ya un número importante de diferencias en la expresión génica, por lo que 






En la literatura científica hay muy pocos estudios que aborden los perfiles de 
expresión de patógenos periodontales en biofilms multiespecie (Park et al., 2014, Redanz 
et al., 2011), por lo que nuestra comprensión de los procesos regulatorios e interacciones, 
que permiten a P. gingivalis crecer dentro de estas estructuras y desarrollar su virulencia 
todavía es limitada. 
4. LÍNEAS FUTURAS  
Actualmente nos encontramos en los primeros pasos para comprender el 
funcionamiento de estas comunidades, por tanto, el conocimiento de la expresión de los 
genes identificados y la investigación con genes de los que aún se desconoce su función 
(que codifican para proteínas hipotéticas), nos permitirá comprender mejor el proceso 
regulatorio que acontece en la compleja y diversa comunidad microbiana oral. 
La aplicación de nuevas tecnologías para el estudio genético, junto con métodos 
para la integración de grandes conjuntos de datos de expresión génica a nivel de la 
comunidad microbiana, tanto en condiciones simbióticas como disbióticas y su 
importancia funcional, permitirá una visión global y holística de la etiología multifactorial 
de las enfermedades periodontales. Combinando la contribución no sólo de las 
poblaciones microbianas, sino también del hospedador y el ambiente. 
La comprensión de los factores y el proceso que se requiere para mantener los 
estados simbióticos y disbióticos, así como los factores estresantes que conducen de un 
estado a otro, podría constituir una potente herramienta para entender mejor la formación 
del biofilm, desarrollar estrategias para poder desorganizarlo y que sea más susceptible 























CONCLUSIÓN GENERAL   
El perfil de expresión génica global de P. gingivalis ATCC 33277 se ve afectado 
por el estado fenotípico en el que se encuentre, planctónico puro, planctónico en presencia 
de biofilm o biofilm monoespecie o multiespecie. La complejidad del fenotipo adoptado 
por la bacteria P. gingivalis ATCC 33277 incrementa el número de genes con expresión 
diferencial en su transcriptoma.  
 
CONCLUSIONES ESPECÍFICAS 
1. En la comparación de dos condiciones planctónicas similares (planctónica pura o 
planctónica en presencia de un biofilm monoespecie), Porphyromonas gingivalis      
ATCC 33277 expresa de manera diferencial el 1,5% de sus genes (28/1909). 
 
2. Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 en sus dos fenotipos de crecimiento 
monoespecie (planctónico y biofilm) expresa de manera diferencial el 4,8% de sus genes 
(92/1909). 
  
3. Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 en presencia de otras cinco especies 
bacterianas (S. oralis, A. naeslundii, V. parvula, F. nucleatum y                                                    
A. actinomycetemcomitans) formando un biofilm multiespecie, expresa de manera 
diferencial el 19,1% de sus genes (365/1909) en comparación con el fenotipo planctónico. 
 
Por tanto, los estudios in vitro de los cambios de estado bacterianos entre planctónico y 
biofilm, así como las interacciones que pueden ocurrir entre las distintas especies, son 
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